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論　　文　　の　　要　　旨
　近年の遺伝子工学技術の発展によって，酵素蛋白質の中の目的とする特定のアミノ酸残基を改変す
ることが可能となった。この技術と酵素化学的分解を組み合わせることによって，これまで研究でき
なかった酵素の機能，ことに活性発現と酵素の構造との詳しい関係を解析できるようになった。好ア
ルカリ性肋6〃㈱sp．＃101ヱが生産するサイクロデキストリン合成酵素について，遺伝子レベルから
部位特異的変異を導入し，本酵素の構造と機能の分子生物学的解析を行った。
　サイクロデキストリン合成酵素（CGTase）はデンプンのα一1，4一グルコシド結合に作用してグルコー
ス6～8分子から成るサイクロデキストリン（CD）を合成する転移酵素である。一方，デンプンの分
解酵素として最も代表的なものはα一アミラーゼである。α一アミラーゼはCGTaseと異なりデンプン
をグルコース，マルトース等低分子量の糖に分解する加水分解酵素である。この二種類の酵素は反応
機構および反応生成物が全く異なっているにもかかわらず，そのアミノ酸配列中には相同性の非常に
高い部分を含んでいる。CGTaseとα一アミラーゼの反応性の相同性および差異が酵素の活性のどの部
分によるのかを解析した。相同領域中に含まれる3残基の酸性アミノ酸（Asp－229，Glu－257，Asp－328）
はCGTaseにおいても活性発現に必須であり，触媒残基として機能しているものと推定された。また，
相同領域中のヒスチジン3残基（ms一ユ40，His－233，His－327）のアスパラギンヘの置換は后。囲tの大幅
な減少，及び遷移状態アナログと考えられるアカボースと酵素の親和性の減少を引き起こし，これら
ヒスチジン3残基は反応遷移状態の安定化に関与していること，His－327，G1u－257，Arg－227の間で
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形成していると推定される水素結合はアルカリ性領域での活一性に重要であることを明らかにした。同
様の結果は近年α一アミラーゼにおいても報告されており，CGTaseとα一アミラーゼは基本的には同
様の反応機構でα一1，4一結合を切断していると推定された。
　さらに，CGTaseに特異的な転移反応機構を解析するため，CGTaseの転移反応を定量的に解析する
新しい活性測定法を確立した。この測定法により，CGTaseの転移反応はPi㎎一Po㎎機構であること，
すなわち，受容体分子に糖供与体分子の還元末端側が酵素から遊離した後に結合することを初めて関
らかにした。
　この測定法を基に，CGTaseの活性中心に特異的に存在する芳香族残基の機能について解析し，
Tyr－195は澱粉が螺旋状に酵素と結合する際に重要であること，Phe－183とPhe－259は協奏的に受容体
分子との結合に関与しており，CD生成反応において，基質の非還元末端側が酵素の活性申心に結合
する際に重要であることを明らかにした。
　さらに，部位特異的変異によって得られた結論を酵素の構造上からも議論すべく，パチルスm1株
由来CGTaseの結晶化に成功し，X線解析を可能とした。
審　　査　　の　　要　　旨
　本研究は，酵素の構造と機能を分子生物学的に考えるために，遺伝子レベルから酵素の特定のアミ
ノ酸残基を改変し，変異酵素の酵素化学的解析から酵素の機能を推定したものである。酵素は生物の
持つ最も重要な生体触媒であり，その機能を解析することは重要である。CGTaseの反応機構は非常
に複雑で4種類の反応を同時に行うために酵素化学的解析が困難であった。そこで，新しい基質を用
いた解析によって，個々の反応を区別し，反応機構，ことに転移反応機構を明らかにすることができ
た。また，この反応に関与するアミノ酸残基それぞれの役割についても解析することができた。さら
に，本酵素の結晶化に成功し，酵素の立体構造と酵素活性をさらに詳しく解析出来る道を嗣いた。
　本研究は，分子生物学，酵素化学の発展のための基礎的な研究として，極めて高く評価されるもの
である。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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